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論文内容の要旨
化学プロセスを環境によりやさしいバイオプロセスに変換すること目的とした基礎研究を行った。炭化水素を酸化
する微生物は多く分離され、多様な反応が知られている。これらの反応の多くは有機溶媒を重層した条件でも進行す
る。その部位特異的な酸化反応が可能であることなどは化学反応には見られない特徴である。しかしながら、それら
の反応を積極的に利用して物質を生産した例はまだ少ない。
疎水性で生物毒性の高い基質や生産物を微生物に作らせる場合、水に溶けない疎水性の基質や生産物を反応系に高
濃度に存在させるためには有機溶媒の添加が必要となる。これらの条件では特に培養技術による生体触媒への機能支
援が必要となる。また、細胞表面疎水性の高い微生物と低い微生物では有機溶媒との親和性が異なるため形成する水
ー有機溶媒二相系の特性は異なる。それゆえ、それぞ、れのモデ、ル反応を構築し、その操作方法について検討を行った。
まず、第 1 章では細胞表面疎水性の高い微生物を用いた二相系反応をモデルとして、 Rhodococcus erythropolis 
KA2-5・ 1 株を用いたジベンゾチオフェン (DBT) の酸化反応を検討した。硫黄源を指数的に流加することで非常に高
活性の菌体を培養する技術を確立した。また、ジャーファーメンターで高密度化した培養液はモデル軽油中の DBT
を効率的に脱硫することが可能であることを実証した。 10 時間で 1 gr 1 以上の 2- ヒドロキシビフェニルを生産する
ことができた。
第 2 章では表面疎水性の低い微生物を用いたに相系反応のモデルとして、 トルエンに耐性で資化性をもっ
Pseudomonas putida T57 株の todD遺伝子破壊株を用いて、 σクレゾールを生産させた。ファーメンタースケール
において、毒性の低い有機溶媒を利用することで、よりマイルドな反応条件を維持することにより、非常に低い菌体
濃度であるにもかかわらず、溶媒相に 50 gr 1 の σクレゾールを蓄積させることができた。その際、基質のトルエン
や炭素源のブタノールの供給が重要であった。さらにジャーファーメンタースケールまでスケールアップする方法を
示した。非常に毒性の高い σクレゾールのような物質を微生物で生産できることを示すことで、生体触媒を毒性の高
い化学物質生産への利用が可能であることを示した。
第 3 章では多孔質テフロンチューブにより、比較的容易にリアクター内から有機溶媒を取り出すことが可能である
ことを示した。水-有機溶媒二相系微生物酸化反応において、生産物阻害や抑制は有機溶媒を添加するだけでなく、引
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き抜きができれば、その阻害も L くは抑制効果を和らげ、さらに長時間、高効率の反応が可能になるかもしれない。
本法はリアクターから直接有機溶媒を抜き取ることが可能なため、有機溶媒を引き抜きながらの培養などの応用にも
利用できるかもしれない。
本稿では生物化学工学の視点から基礎的な技術に関する研究を行うことにより、有機溶媒二相系微生物酸化反応の
可能性を高めた。
論文審査の結果の要旨
化学プロセスを環境によりやさしいバイオプロセスに変換すること目的とした基礎研究を行っている。炭化水素を
酸化する微生物は多く分離され、多様な反応が知られている。これらの反応の多くは有機溶媒を重層した条件でも進
行する。その部位特異的な酸化反応が可能であることなどは化学反応には見られない特徴である。しかしながら、そ
れらの反応を積極的に利用して物質を生産した例はまだ少ない。
疎水性で、生物毒性の高い基質や生産物を微生物に作らせる場合、水に溶けない疎水性の基質や生産物を反応系に高
濃度に存在させるためには有機溶媒の添加が必要となる。これらの条件では特に培養技術による生体触媒への機能支
援が必要となる。また、細胞表面疎水性の高い微生物と低い微生物では有機溶媒との親和性が異なるため形成する水
ー有機溶媒二相系の特性は異なる。それゆえ、それぞ、れのモデ、ル反応を構築し、その操作方法について検討を行ってい
る。
まず、第 1 章では細胞表面疎水性の高い微生物を用いた二相系反応をモデ、ルとして、 Rhodococcus erythropolis 
KA2・5・ 1 株を用いたジベンゾチオフェン (DBT) の酸化反応を検討している。硫黄源を指数的に流加することで非常
に高活性の菌体を培養する技術を確立した。また、ジャーファーメンターで高密度化した培養液はモデ、ル軽油中の
DBT を効率的に脱硫することが可能であることを実証している。 10 時間で 1 gjl 以上の 2- ヒドロキシビフェニルを
生産することができている。
第 2 章では表面疎水性の低い微生物を用いたに相系反応のモデルとして、 トルエンに耐性で資化性をもっ
Pseudomonas putida T57 株の todD遺伝子破壊株を用いて、 σクレゾールを生産させている。ファーメンタースケ
ールにおいて、毒性の低い有機溶媒を利用することで、よりマイルドな反応条件を維持することにより、非常に低い
菌体濃度であるにもかかわらず、溶媒相に 50 gjl の σクレゾールを蓄積させることができている。その際、基質の
トルエンや炭素源のブタノールの供給が重要で、あった。さらにジャーファーメンタースケールまでスケールアップす
る方法を示している。非常に毒性の高い σクレゾールのような物質を微生物で生産できることを示すことで、生体触
媒を毒性の高い化学物質生産への利用が可能であることを示している。
第 3 章では多孔質テフロンチューブにより、比較的容易にリアクター内から有機溶媒を取り出すことが可能である
ことを示している。水-有機溶媒二相系微生物酸化反応において、生産物阻害や抑制は有機溶媒を添加するだけでなく、
引き抜きができれば、その阻害もしくは抑制効果を和らげ、さらに長時間、高効率の反応が可能になるかもしれない。
以上のように、本論文は生物化学工学の視点から基礎的な技術に関する研究を行うことにより、有機溶媒二相系微
生物酸化反応の可能性を高めている。よって本論文は博士論文として価値のあるものと認める。
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